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1. Introduzione 
Tra le più importanti risorse alieutiche di molte regioni del Mar Mediterraneo vi sonole acciughe 
(Engraulisencrasicolus, Linnaeus, 1758), piccoli pesci pelagici appartenenti alle famiglie degli 
Engraulidae. Dati IREPA del 2009, hanno di fatto reso noto che in Italia, la pesca di E. encrasicolusha 
rappresentano in media il 26% circa del pescato totale.  
Questa specie viene continuamente monitorata e grazie a tali programmi è stato evidenziato che vi 
sono delle fluttuazioni inter-annuali molto pronunciate (Cergoleet al., 2002; Cingolani, 2004), le cui 
cause possono essere molteplici, da fattori antropicicome l’elevato sforzo di pesca a fattori naturali 
(Borjia et al., 1996). Va però posta molta attenzione sulle dinamiche biologiche ed ambientali che 
influiscono sulla sopravvivenza dei primi stadi di vita di questa specie, che ricadendo sul successivo 
reclutamento, possono essere una delle cause fondamentali delle contrazioni e degli incrementi 
annuali dello stock adulto (Thikonova et al., 2000; James et al., 2003; Cuttitta et al., 2003, 2006).Lo 
studio delle fasi ittioplanctoniche e delle sue relazioni con l’ambiente e gli altri organismi, risulta 
quindi di primaria importanza nell’ambito delle conoscenze necessarie per il corretto sfruttamento 
delle risorse alieutiche.  
In questo contesto l’estrazione e l’analisi dei contenuti del tratto digerente, rappresenta una delle 
metodologie fondamentali per la caratterizzazione della dieta dei primi stadi larvali, per determinare 
a quali risorse fanno affidamento ed eventualmente poter confrontare tali richieste con quelle di altre 
specie, per poter così determinare se vi possa essere competizione.  
Tale tecnica viene preceduta dall’analisi dei dati morfometrici (Blackith e Reyment, 1971; Marcus, 
1990), ovverol’acquisizione di variabili quantitative misurate a partire dalla morfologia dell’oggetto di 
studio, come distanze lineari, conte, angoli e rapporti. La successiva applicazione di metodi statistici 
multivariati, mira a quantificare le variazioni delle misure morfologiche tra i gruppi, metterle in 
relazione con tipo e taglia delle prede e verificare se vi sono cambiamenti nella scelta dell’alimento 
lungo l’accrescimento delle larve.L’obiettivo di questo elaborato è quindi di fornire un’adeguata 
metodologia di estrazione deicontenuti del tratto digerente di E.encrasicolusallo stadio larvale. 
Questa specie è oggetto di studio delle campagne oceanografiche Ansic e Bansic organizzate ogni 
anno (dal 1997 ad oggi) dall’IAMC-CNR di Capo Granitola nel periodo estivo e condotte a bordo della 
N/O Urania e finalizzate allo studio delle relazioni tra le strutture oceanografiche a mesoscala (vortici 
verticali ed orizzontali, upwelling, ecc.) e le strutture spaziali dei fenomeni biologici relativi ai primi 
anelli della catena trofica (fitoplancton, zooplancton, distribuzione e abbondanza dei piccoli pelagici). 
Questa specie, oltre al valore economico, risulta interessante dal punto di vista biologico ed ecologico 
in quanto, condividendo periodo e zona di riproduzione con Sardinella aurita(Valenciennes, 1847), si 
possono instaurare fenomeni di competizione larvale (Palomera et al., 1990; Morote et al., 2008). In 
quest’ottica, l’analisi dei contenuti del tratto digerente risulta un’analisi necessaria per la 
determinazione della dieta e per la valutazione di una eventuale competizione con la specie affine S. 
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aurita.Lo studio delle fasi ittioplanctoniche, l’acquisizione e l’analisi dei dati morfometrici   
rappresenta una delle metodologie fondamentali per la caratterizzazione dimensionale e la 
valutazionedi eventuali differenze morfologiche presenti in larve provenienti da diverse zone dell’area 
di studio, al fine di determinare la distribuzione e abbondanza degli stock ittici e delle perfomance di 
crescita e delle sue relazione con altre variabili. 
 
1.1 Biologia della specie Engraulis encrasicolus 
Unica rappresentante della Famiglia degli Engraulidaein Mediterraneo (Tudela, 1999),l’acciuga 
europea Engraulisencrasicolus(fig. 1), appartiene all’Ordine dei Clupeiformi.  
Il suo areale di distribuzione è molto ampio e va dall’Atlantico Nord Orientale e Centrale al Mar 
Mediterraneo, fino alle coste meridionali dell’Africa Occidentale. 
È una specie gregaria e migratrice, dall’inizio della primavera alla fine dell’estate si riunisce in grandi 
banchi vicino alla costa per la riproduzione, per poi allontanarsiin acque più profonde in autunno 
(Patti et al., 2011). Tramite la valutazionedell’indice gonadosomatico e l’evoluzione degli stadi di 
maturità, è stato determinato che nel Canale di Sicilia il periodo riproduttivo si estende, 
approssimativamente, da marzo-aprile fino ad agosto-settembre, ma lo sforzo riproduttivo maggiore 
è nei mesi di luglio-agosto (Basilone et al., 2004, 2006). Questo periodo è coincidente con il picco di 
biomassa zooplanctonica (Garcia La fuente et al., 2002). I copepodisono infattile maggiori predeper le 
acciughe adulte prima della deposizione edanche le loro larve se ne nutrono. Le femmine producono 
circa 4.000 uova alla volta, rilasciate a piccoli lotti negli strati superficialiper lo più al tramonto 
(Varagnolo, 1965; Ghirardelli, 1967; Regner, 1985). Le uova emesse sono galleggianti, ellissoidali, poco 
più lunghe di 1 millimetro (Varagnolo, 1967; Regner, 1972; Ragusa 2000) e vengono affidate alle 
correnti marine.  
 
Figura 1: Morfologia di larva di Engraulis encrasicolus 
 
Le larve alla schiusa sono lunghe circa 2 mm e molte di esse sono destinate ad essere predate. Queste 
si nutrono principalmente di fito e zooplancton, in particolare di copepodi, cirripedi, larve di 
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molluschi, uova e larve di pesci (Catalan et al., 2010; Morote et al., 2010; Banarescu, 1964; Demir, 
1963). Dal punto di vista morfologico sono allungate, presentano occhio subsferico e terminano 
tipicamente il loro intestino in corrispondenza della pinna dorsale e comunque all’incirca a ¾ della 
loro lunghezza totale. 
 
 
2. Materiali e metodi 
2.1  Acquisizione delle immagini 
Dal punto di vista metodologico, il primo passo è ottenere dati morfometrici permettere in relazione 
le prede con le dimensioni della larva e con l’apertura boccale, ciò prevede l’acquisizione di immagini 
attraverso l’uso di stereo-microscopi con fotocamera integrata. Per questo elaborato è stato utilizzato 
stereo-microscopio zeissstemi 2000- Ccon fotocamera AxioCamERc 5s(Fig. 3). 
 
Figura 3 Stereo-microscopio Zeissstemi 200-C, fotocamera AxioCamERc 5s 
 
Figura 2 Area di distribuzione di Engraulis encrasicolus 
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Le foto delle larve, una volta editate, vengono acquisite mediante il software di elaborazione digitale 
delle immagini AxioVision SE64 Rel.4.9, che permette di memorizzare e gestire i file in modo 
strutturato.  
Per facilitare l’acquisizione dell’immagine, le larve vengono prelevate dalle provette e disposte 
singolarmente in una capsula Petri di vetro dal diametro di 5 cm, con l’aiuto di una pipetta Pasteur, 
costituita da una tettarella in gomma e un tubicino sottile in vetro. 
Con l’ausilio di aghetti appositi, si sistema la larva sul fianco in modo da farle assumere una posizione 
distesa, avendo cura di rimuovere l’eventuale liquido in eccesso utilizzato per la conservazione (alcool 
o acqua), che potrebbe disturbare l’immagine e impedire l’aderenza della larva sul fondo della Petri. 
L’ingrandimento da utilizzare è quello tale da fare rientrare la larva nella foto nella sua interezza.  
Una volta scattata la fotosi assegna il nome specificando le informazioni della larva (data, punto di 
prelievo, specie ecc.) riportate sulla provetta, unite all’informazione relativa all’ingrandimento 
utilizzato in fase di acquisizione.  
Per questa metodica sono necessarie anche altre due foto, una del dettaglio della testa e una che 
riprenda la bocca in posizione ventrale, questo, tramite le misurazioni, permetterà di mettere in 
relazione le dimensioni delle prede con l’apertura boccale. 
Dopo lo scatto fotografico, le larve vengono conservate singolarmente in glicerolo al 50% in una 
provetta, su cui vengono annotati i parametri usati nel salvare la foto della larva corrispondente.  
Tutte le provette vengono sistemate in un porta-provette e di ciascuna si appunta la posizione 
occupata, facilitandone così il recupero per la fase di apertura. Questa metodologia infatti prevede 
una manipolazione limitata della larva e la conservazione in glicerolo permette ai tessuti di 
ammorbidirsi e rendere più facile l’apertura dello stomaco e dell’intestino. I porta-provette vengono 
quindi conservati in frigo per evitare il deterioramento fino alla fase successiva. 
 
2.2 Elaborazione grafica delle immagini 
La prima fase dell’elaborazione dell’immagine avviene attraverso il software di fotoritocco. Il software 
usato, GIMP è un versatile pacchetto Open Source, utile per la manipolazione grafica e dotato di una 
Interfaccia personalizzabile. Mediante questo software è possibile modificare le imperfezioni foto 
digitali, correggere la distorsione causata dalla prospettiva, modificare colori, luminosità contrasti, 
clonare parti di immagine, insomma, ha molte funzionalità avanzate per l’editing di immagini. 
Preleviamo una immagine di larva di Engraulis encrasicolus acquisita mediante stereo-microscopio 
Zeiss stemi 200-C dotato di fotocamera AxioCamERc 5s in formato .tif a una risoluzione di 20Mpixel.  
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Figura 4 Originale 
 
Passi da eseguire per l’elaborazione: 
Innanzi tutto viene migliorato l’aspetto dell’immagine aumentandone il contrasto e modificando la 
luminosità e la densità cromatica per rendere più semplice la ricognizione dei punti di interesse per la 
misurazione delle larve attraverso gli strumenti accessibili sotto la voce principale del menù “Colori”. 
A questo punto bisogna aumentare il livello di zoom della foto, mediante uno strumento situato in 
basso a sinistra nella finestra centrale di GIMP, per visualizzare meglio i particolari. 
A questo punto bisogna selezionare lo strumento “penna stilografica” per definirei il tracciato 
dell’immagine cercando di ricalcare nella maniera più precisa possibile i bordi del soggetto da 
cui eliminare lo sfondo. Clicca con il tasto sinistro del mouse su tutti i bordi del soggetto generando 
delle ancore di collegamento distanziate l’una dall’altra. Perfeziona la selezione dell’immagine 
spostando i punti di ancoraggio in modo che aderiscano perfettamente al profilo del soggetto da 
scontornare. 
 
Figura 5 Punti di ancoraggio 
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Successivamente bisogna trasformare il tracciato in selezione, cliccando sul pulsante “Selezione dal 
tracciato” che si trova nella barra degli strumenti nel menù Seleziona di GIMP. 
Per le aree difficili da selezionare, bisogna procedere manualmente utilizzando lo strumento 
“Selezione libera”. 
Nell'area delle opzioni dello strumento “Selezione libera” bisogna verificare che sia 
selezionata l’opzione che permette di “aggiungere alla selezione corrente” che è possibile 
visualizzare nella figura di fianco. 
Appena si è soddisfatti del lavoro effettuato, bisogna invertire la selezione: sempre dal menù 
“Seleziona”, basta cliccare sulla voce inverti, per permettere di selezionare solo lo sfondo della foto, 
che dovrà essere cancellato per scontornare del tutto l’immagine. 
Di seguito è possibile vedere una immagine della selezione completa. 
 
Figura 6 Selezione del contorno da eliminare 
 
Prima di cancellare lo sfondo della foto, sempre utilizzando il menù Seleziona di GIMP, bisogna 
scegliere  la voce “Sfumata” per smussare gli angoli della selezione e renderla più precisa. Nella 
finestra che si apre,impostare un valore adeguato alle proprie esigenze, noi abbiamo scelto il valore 
100 per questa immagine, per non perdere dettagli dell’immagine, e successivamente cliccare sul 
pulsante OK per salvare i cambiamenti.  
A questo punto, creando un livello nuovo sull’immagine, e mantenendo attiva la selezione, è 
possibile creare una maschera per verificare che l’immagine sia scontornata correttamente, 
utilizzando lo strumento “Riempimento colore”che è possibile vedere qui di fianco. 
Se non si è soddisfatti della definizione dei contorni dell’immagine tornare indietro e ripetere lo 
strumento “Selezione sfumata” con valori differenti.  
Di seguito è possibile vedere la maschera che si crea seguendo i passi sopraelencati. 
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Figura 7 Negativo dell’immagine 
 
Un’ alternativa alla selezione sfumata sarebbe l’utilizzo dello strumento “Pennello”, che, attraverso 
una visualizzazione molto zoomata dell’immagine, permette di colorare manualmente la selezione, 
mantenendo il più possibile intatti i contorni dell’immagine. 
 
Figura 8 Finale 
 
Se necessario è possibile eliminare completamente lo sfondo, mantenendo la selezione e 
“aggiungendo il canale alfa” all’immagine, usando lo strumento “Trasparenza” del menù “Livello”, 
come si può vedere nella figura seguente. 
 
Figura 9 Aggiunta canale alfa 
 
Di seguito un confronto tra l’immagine originale e l’immagine editata: 
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2.3 Analisi delle immagini 
Per acquisire i parametri morfometrici delle larve dalle foto si utilizza il software di gestione ed 
elaborazione immagini Image Pro Plus© (IPP). La metodica utilizzata è quella proposta da Torri et al. 
(2016). I parametri morfometriciutilizzati sono quelli proposti da Diaz et al. (2009) (Fig. 11): 
• Lunghezza Totale (TL): dall’estremo anteriore della mandibola superiore all’estremità della 
pinna caudale.  
• Lunghezza Standard (SL): dall’estremo anteriore della mandibola superiore all’estremità della 
notocorda.  
• Lunghezza della testa (HL): Dall’estremo anteriore della mandibola superiore alla pinna 
pettorale.  
• Larghezza del corpo in direzione della pinna pettorale (BD).  
• Diametro dell’occhio (ED).  
• Lunghezza anale (AL): dall’estremo anteriore della mandibola superiore all’estremità del tubo 
digerente.  
 
Figura 12 Parametri morfometrici 
Figura 11 Zoom immagine iniziale Figura 10 Zoom immagine finale 
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Dalle foto di dettaglio della testa e della bocca ripresa ventralmente si prendono altre due misure: 
• Lunghezza della mascella (JL): dall’estremo anteriore della mandibola al punto terminale della 
bocca. 
• Lunghezza della bocca (MW): dalla foto ventrale da un estremo all’altro della mascella. 
 
Terminata la fase di acquisizione dati dalle foto è possibile selezionare le classi di taglia di interesse 
per lo studio dei contenuti del tratto digerente. 
Terminata questa fase tutte le foto raccolte vengono riconosciute e catalogate e le misure di ogni 
preda vengono riportate su un foglio di calcolo Excel utile per le analisi statistiche successive.  
Figura 14 Lunghezza bocca Figura 13 Lunghezza mascella 
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